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(54) Modi! izierter CI-Esterase-lnhlbltor zur Blodderung der InfeiOlosltat von HIV 



(57) Es wird ein modif izierter Cl-Esterase-Inhibitor 
beschrieben. der einereeits an die Oberfldche von HIV. 
andererseits aber nicht an humane Zellmenixanen bin- 
det Dleser modifizierte CI-Esterase-lnhibitor ist zur 
Blodderung der Infektiositat von HIV in vivo und in vitro 
vendrendbar. 
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Beschreibung 

[0001] Qegenstand der Erfindung ist ein modifizierter 
CI-Esterase-lnhibitor, der zur Blockierung der Infektio- 
sitdt von Humanlmmunodefizienzvirus (HIV) in vivo s 
Oder in vitro eingesetzt werden kam, 
[0002] E8 ist bel^nnt, daB die Entfernung von HIV aus 
biologischen Russigkceiten. vor aHem aber au8 Btut, 
Blutplasma Oder Blutserum eine wiclitige Vorausset- 
zung fOr ihren risikolosen EInsatz fur die verschieden- io 
sten medizinischen Zwecke ist. Es sind deslialb auch 
schon zahlreiche Verfahren vorgeschlagen worden, mit 
denen eine Entfernung von HIV aus biologischen RQs- 
sigi^eiten erreiclit werden soli. So ist in der intemationa- 
len Patentanmeldung WO 97/07674 ein Verfahren is 
vorgeschlagen worden, mit dem HIV aus biologischen 
Flusslgkeiten entfernt oder inaktiviert werden i^nen, in 
dem man sie mit bestimmten EthyleniminOligomeren 
behandelt. Wichtig ist dabei. daB andere Bestandteile 
des Blutes, insbesond^e c6e zelluldren Bestandteile, 20 
vor aliem die Erythrozyten, durch eine derartige 
Behandlung nicht beschddigt werden und die Entfer- 
nung von HIV in einfacher Weise und kurzer Zeit durch- 
gefuhrt werden Icann, damit genQgend groBe Mengen 
gereinigten Blutes in einem wirtschafUich vertretbaren ss 
Verfahren gewonnen werden kOnnen. 
[0003] Es ist auch schon vorgeschlagen worden. HIV 
aus biologischen FIQsslgkeiten mittels einer nitration 
durch ein mit dem C1 -Inhibitor impragniertes Material 
adsorptiv zu entlernen. 30 
[0004] Der C1 -Inhibitor, auch als Cl -Esterase-lnhibi- 
tor t>ezeichnet, ist ein im Blut vorhandenes Protein und 
isl der Hauptinhibitor des klassischen Weges des Kbm- 
plementsystems und des Kbntaktsystems. Der CI -Inhi- 
bitor kann die akb'vierte Form des Faktors XII und des 3S 
Kallikreins hemmen (Schapira M. et al.. 1985. Comple- 
menl 2: 111; Davis A.E., 1988. Ann Rev Immunol g: 
595; Sim R.B. et al., 1979. FEBS Lett 27: 111; De 
Agosfe'ni A. et al., 1984. J Clin invest 1542; Pixley 
R.A etal.. 1985. J Biol Chem 260 : 1723; Schapira M. et 40 
al., 1982, J gin Invest gg: 462; Van der Graaf F. et al.. 
1983. J Clin Invest 71: 149: Harpel RC. et al.. 1975. li 
Clin Invest SS: 593). Der CI -Inhibitor reguliert somK de 
Aktivitdten von zwei Plasmakaskaden. ndmlich das 
Komplementsystem und das Kbntaktsystem, durch die 45 
bioiogisch aktive Peptide erzeugt werden. Der C1-lnhi- 
k»tor ist deshalb auch ein wichtiger Regulator des Ent- 
zQndungssystems. AuBetdem hermit der CI -Inhibitor 
den aktlvierten Faktor XI (Meijers J.C.M. et al.. 1988. 
Biochemistry 21 959; Wuillemin W.A. et al., 1995, so 
Blood 85: 1517). Hieraus ergibtsich. daB der C1-lnhft>i- 
tor als ein Coagulations-Hemmstoff betrachtet werden 
kann. Auch der Gewebeplasminogen-Aktivator und 
Plasmin werden in gewissem AusmaB von dem CI -Inhi- 
bitor gehemmt. obwohl das nichi seine IHauptf unktion ist ss 
(Harpel PC. et al., 1975, J Clin Invest £g: 149; Booth 
N.A. etal.. 1987. Blood 69: 1600). 
[0005] Der C1 -Inhibitor wird in erheblichem AusmaB 



durch Reinigung aus Plasma gewonnen und fOr Mini- 
sche Anwendungen benulzt, insbesondere bei der 
Behandlung des hereditdren Angioddems. einer 
Erkrankung, die durch einen genetisch bedingten Man- 
gel des CI -Inhibitors hervorgerufen wind. AuBerdem ist 
bereits beschrieben worden, daB durch Verabreichung 
des CI -Inhibitors bei systemischen EntzQndungen 
[Internationale Patentanmeldung WO 92/22320 
(Genentech Inc.)]. bei schweren Verbrennungen. Pan- 
kreatitis, Knochenmarkstransplantationen. der Zytokin- 
Therapie und beim Einsatz in extrakorporalen Blutkreis- 
laufen [DE-A-4 227 762 (Behringwerke AG)] gute thera- 
peutische Eriblge erzielt wurden. 
[0006] Die vollstandige genomische und die cDNA, 
die fOr den CI -Inhibitor kodiert ist bereits Moniert wor- 
den (BockS.C. etal.. 1986. Biochemistry 25: 4292; Car- 
ter PE. et al.. 1988, Eur J Biochem Iffi: 163). 
Verschiedene Varianten des rekombinanten Cl-tnhbi- 
tors mit Aminosduremutatkxien in der PI und den P3 
und/oder P5-Positionen des reaktiven Zentrums als 
auch Varianten. die aus Patienten mit einem hereditd- 
ren AngioOdem isdiert wurden, sind bereits rekombi- 
nant hergestellt worden (Ekiering E. et al., 1988, JBtol 
Chem 263 : 1 1 776; Eldering E. et al.. 1993. J Biol Chem 
2gZ: 7013; Ekiering E. et al.. 1993. J Clin Invest §1: 
1035; US-Patent 5.622,930; Davis A.E. et al.. 1992. 
IMlQLQgQS&Sl: 354; Eldering E. et al.. 1995. J Biol 
Cbfim 2ZQ: 2579; Verpy etal., 1995. J am invest 95: 
350). 

[0007] Der CI -Inhibitor gehOrt zu der groBen F^mllie 
der Serin-Proteinase Inhibitoren. die auch Serpine 
genannt werden (Travis J. et al.. 1983, Ann Rev Bio- 
dsem Si 655: Carrel R.W. et al.. 1985. Trends Bioch 
Sfilli: 20). Auf SDS-Polyacrylamidgelen zeigt der C1- 
Inhibitor ein Molekulargewicht von etwa 105 kD. Seine 
Plasmakonzentration iiegt bei etwa 270 mg/l (Schapira 
M et aL, 1985. Complement 2; 111; Nuljens JH et al., 
1989. J Clin Invest 84: 443). Der CI -Inhibitor ist ein Pro- 
tein, dessen Plasmaspiegel bei unkomplizierten Infek- 
tionen und anderen EntzQndungen bis zum zweifachen t 
ansteigen kann (Kalter E.S. et al.. 1985. J Infect Dis 
151: 1019). Die vermehrte Biklung des CI -Inhibitors bei 
EntzQndungen dient wahrscheinifeh dem Schutz des 
Organismus gegen die schddlichen Wirkungen der 
intravaskulflren Aktivierung des Kbmpiementsystems 
und des Kbntaktsystems wflhrend der akuten Reaklio- 
nen. 

[0008] Die Serpine reagieren als Inhibitoren durch Bil- 
dung bimolekularer Kbmplexe mit der zu hemmenden 
Proteinase. Bei diesen Kbnplexen wird das aktive Zen- 
trum der Proteinase durch das aktive Zentrum des Ser- 
pins gebunden und damit inaktiv (Travis J. et al.. 1983. 
Ann Rev Biochem $2: 655). Die Serpine reagieren spe- 
zif isch mit bestimmten Proteinasen, wdbei diese Spezi- 
fitdt durch die Aminosduresequenz des reaktiven 
Zentrums bestlmmt wird. 

[0009] Die vorliegende Erfindung geht nun von der 
Beobachtung aus, daB die Infektiositm von HIV durch 
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die Verabreichung eines CI -Inhibitors bloddert werden 
kann. 

[0010] Bekanntlich besteht der erste Schrift bei einer 
HIV-lnfeklion darin, daB Heller-T-Lymphozyten (Tn-Zel- 
len) des Immunsystems. die an ihrer OberflSche CD4- s 
Rezeptoren tragen. in eine Wechsehvirkung mit den 
Oberflachenproteinen von HIV treten. Antlkdrper gegen 
CD4 blodderen In vitro die HIV-lnfektion von Tn-Zellen. 
Auch bei einem UberschuB an freiem CD4*Protein geht 
die Infektionsrate in vitro zuruck. Beide Behandlungen io 
Wodderen zwar die Infektton, zerstdren jedoch nicht das 
Virus. In ahnlicher Weise lABt sich erfindungsgemas 
durch Bindung von HIV an den C1 -Inhibitor die direkte 
Wechselwirkung zwischen den Oberfldchenprotelnen 
von HIV und den CD4-Rezeptoren der TH-Zellen unter- is 
binden. 

[001 1 ] Der humane C1 -Inhibitor weist jedoch nicht nur 
eine groBe Affinitdt zu den HQIIproteinen von HIV, son- 
dern auch eine groBe Affinltat zu den Oberf Idchenpio- 
teinen von Lymphozyten auf. Durch den CMnhibitor 20 
last sich nach Art eines Spacers eine bruckenartige 
Verbindung zwischen dem HIV und der Tn-Zelle her- 
stellen. Hierdurch IdBt sich alleidings Qberraschender- 
weise die Infektiosidt von HIV noch nicht vermindern. 
Das ISBt sich jedoch erreichen, wenn ein modrfizierter 2s 
Cl-Esterase-lnhibitor eingesetzt wild, der einerseits 
eine hohe BIndungsaffinitdt zu den HQIlpnytelnen von 
HIV aufweist andererseits aber ntoht an humane Zell- 
membranen bindet. 

[0012] Modifizierte CI -Esterase- Inhibitoren stehen 30 
aus unterschledlichen Quellen zur Verfugung. So zel- 
gen die aus dem Blut von Rindern Oder anderen SAuge- 
tieren gewonnenen CI -Esterase- Inhibitoren keine 
AffinHdt zu humanen Zellmembranen, insbesondere 
nicht zu den CD4- Rezeptoren der humanen Tn-Zellen. 36 
Ihre Affinitat zu den Oberfldchenprotelnen von HIV 
(gp120 und gp41) kann jedoch mit der des humanen 
Ci-Esterase-lnhibitors verglichen werden. Ein tieri- 
scher Cl-Esterase-lnhibitor ist deshalb in der Lage, an 
die Oberfldchenproteine von HIV zu binden, verhindert 40 
aber jeden Kbnlakt von HIV mit den humanen CD4- 
Rezeptoren. da der CI -Inhibitor an der Oberf Idchen der 
Tn-Zellen nicht haftet 

[0013] Es besteht jedoch auch die Mdglichkeit auf 
gentechnologischem Weg modifizierte Varlanten des 45 
humanen C1-lnhifcNtors herzustellen. Die genaue Ami- 
nosduresequenz des humanen CI -Inhibitor und die 
DNA-Sequenz, die fOr diesen humanen CMnhibitor 
kodiert, sind von Bock et al., Biochemistry 25: 4292- 
4301 , 1986 und von Davis et al., PNAS 83: 3161-3165, so 
1986 beschrieben. Blologisch wirksame Varianten des 
C1-Esterase-lnhibitors sind aus der Internationalen 
Patentanmeldung WO 91/06650 bekannt. Diese Varian- 
ten kOnnen durch rekombinante Expressionsverfahren 
hergestellt werden, wobei die f Or den CI -Esterase-lnhi- ss 
bitorkodierendeDNAspezifische Deletionen, Einfogun- 
gen oder Sut)5tituttonen von Nukleotiden aufweist 
[0014] Qrundsatzlich kOnnen zur Blocklerung der 



Infektiositat von HIV alle nicht-humanen Cl -Esterase- 
Inhibitoren eingesetzt werden. die nicht an Lymphozy^ 
ten binden. Dabei handelt es sich entweder um aus 
natQrlichem Material isoiierte, tierische Cl-Esterase- 
Inhibitoren oder um rekombinant herstellte. tierische 
CI-Esterase-lnhibitoren. AuBerdem kann ein rekombi- 
nant veranderter, humaner Cl-Esterase-lnhibitor, des- 
sen Bindungsfahlgkeit an die CD4-Rezeptoren der T 
HeHerzellen aufgehoben ist. die Infektiositat von HIV 
blocWeren. Hierfur sind Modif ikationen der die Bindung 
an den CD4-Rezeptor bewirkenden Aminosaurese- 
quenz des CI -Inhibitors erforderfich, die nach an sich 
bekannten rekombinanten Methoden durchgefQhrt wer- 
den kOnnen und insbesondere in der Internationalen 
Patentanmeldung WO 92/22320 beschrieben sind. 
10015] Die vorstehend genannten nicht-humanen CI - 
Esterase-lnhtoitoren sowie rekombinant verSnderte, 
humane CI-Esterase-lnhibitoren werden zweckmaBi- 
genwQse parenteral und in einer fOr die therapeutische 
Wirkung ausreichenden Menge verabreicht Sie werden 
im aUgemeinen in einer physiologischen Kbchsalzld- 
sung. einer Ringerschen LOsung oder einem andere f Or 
Injektionszwecke geelgneten Tragemriaterial dem Pati- 
enten zugefOhrt. 

PatentansprQche 

1. Modiflzierter Cl-Esterase-lnhibitor, dadurch 
gekennzeichnet daB er einerseits an die Oberfia- 
chenproteine von HIV. andererseits aber nfcht an 
humane Zellmembranen t)indeL 

2. Cl-Esterase-lnhibitor nach Anspruch 1. dadurch 
gekennzeichnet, daB er tierischen Ursprungs ist 

3. Cl-Esterase-lnhibitor nach Anspruch 1, dadurch 
gekennzeichnet, daB er rekon^inanten Ursprungs 
isL 

4. Verfahren zur Blocklerung der Infektiositat von HIV, 
dadurch gekennzeichnet. daB man sie mit einem 
modifizierten Cl-Esterase-lnhibitor kontakliert. der 
einerseits an HIV. andererseits aber nicht an huma- 
nen Zellmembranen bindet 

5. Pharmazeutische Zubereitung, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB sie einen Cl-Esterase-lnhibitor nach 
den AnsprOchen 1 bis 3 In einer therapeutisch wirk- 
samen Menge enthait 

6. Venwendung eines Cl-Esterase-lnhibitor der 
Anspruche 1 bis 3. dadurch gekennzeichnet. daB er 
zur Blockierung der Infektiositat von HIV in vivo 
Oder in vitro eingesetzt wild. 
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